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６ファミリーに属する 23成分（Cytotoxin： 10種、Phospholipase A2： ７種、Cysteine-rich 
Secretory Protein： ２種、Muscarinic Toxin-like Protein： ２種、Nerve Growth Factor： １
種、Thrombin-like Serine Protease： １種）を同定した。次に、精製した CTX のうち、
主要な５種 CTX（CTX2、CTX7 ～ CTX10）について全アミノ酸配列を決定し、細
胞毒性、溶血活性、リン脂質に対する親和性との相関について解析した。 
CTX9 以外の４種 CTX のアミノ酸配列は新規配列であった。CTX は一次構造と毒
性から２つの型（S 型: 28S 弱毒性、P 型: 31P 強毒性）に分けられるが、インドコブ
ラ CTX2 は弱毒性 S 型、CTX9 と CTX10 は強毒性 P 型であった。興味深いことに、
CTX7 と CTX8 は S 型であるにも関わらず強毒性であった。また、CTX7 と CTX8 は
29 番目のアミノ酸残基、CTX9 と CTX10 は 19 番目のアミノ酸残基が Asn と Asp の
違いはあるが、それぞれほぼ同様な性質を示したため、これらのアミノ酸残基の違い
は活性に影響しない事が明らかになった。そこで、CTX2（弱毒性 S 型）、CTX7（強




と CTX7 では溶血活性が大きく異なることから、CTX の毒性発現は、膜への結合と
膜障害を引き起こす過程に分けられると推測された。PS の結合に関与するアミノ酸
残基がこれらの CTX でよく保存されていることは、この考えを支持している。S 型
CTX のアミノ酸配列と細胞毒性の関係から、膜障害活性は loop II の塩基性アミノ酸
（Lys）と強く相関することが明らかになった。 
CTX アイソフォームのアミノ酸配列、CTX 遺伝子の塩基配列の比較からも CTX の
機能に関与するアミノ酸残基や領域を推定することができる。そこで、毒腺から作製
した cDNA ライブラリーから 12 種類の CTX cDNA をクローニングし、塩基置換を解
析した。CTX をコードする遺伝子には 23 箇所で置換がみられ、18 箇所が非同義置換
であったことから、CTX 遺伝子は加速進化をしていると考えられた。さらに、これ

















略語 英語表記 日本語表記 
 
3FTx Three-finger toxin スリーフィンガートキシン 
CTX Cytotoxin サイトトキシン 
NTX Neurotoxin ニューロトキシン 
PC Phosphatidylcholine ホスファチジルコリン 
PE Phosphatidylethanolamine ホスファチジルエタノールアミン 
PS Phosphatidylserine ホスファチジルセリン 
PA Phosphatidic acid ホスファチジン酸 
PG Phosphatidylglycerol ホスファチジルグリセロール 
SM Sphingomyelin スフィンゴミエリン 
dN Nonsynonymous substitution rate 非同義置換率 
dS Synonymous substitution rate 同義置換率 
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一部に属するヘビが含まれる。WHO によると、年間 2,500,000 以上の人が毒蛇に噛ま
れており（WHO, 2007）、そのうち、少なくとも 100,000 人が死亡（Chippaux, 1998; 
Kasturiratne et al., 2008）、数十万人が後遺症を煩っていると見積もられている（WHO, 
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2007）。スリランカにおけるヘビ咬傷は毎年 37,000 人であり、致死率も高い（De Silva 
et al., 2002; Fox S et al., 2005）。 
ヘビ咬傷におけるもっとも有力な治療法は抗血清の投与であり治療の鍵となって
いる。しかしながら、コブラ咬傷における抗血清治療は、致死的状況の回避は出来て





に比べてよくないと報告されている（Harrison et al., 2003; Keyler et al., 2013）。このこ
とは、インドとスリランカのコブラCTXのエピトープが異なることを示唆している。 
 




の 50%以上はサイトトキシン（CTX）と呼ばれる細胞毒であり（Vonk et al., 2013）、
収縮期心停止、様々な組織のネクローシス、その他様々な症状を引き起こす（Harvey 
et al., 1982; Dufton and Hider, 1991）。In vitro でも、T リンパ球、ヒト赤血球、ヒト前骨
髄球性白血病細胞、ヒト肺腺癌細胞、ラット心筋芽細胞などのあらゆる細胞に対して
毒性を持つことが知られている（Chen et al., 1984; Hinman et al., 1990; Stevens-Truss and 
Hinman, 1997; Feofanov et al., 2004; Feovanov et al., 2005）。また、コブラの CTX では、
多くのアイソフォームが見つかっている（Joubert and Taljaard, 1978）。興味深い事に、
NTX も CTX もともに、3FTx スーパーファミリーに属し、共通祖先タンパク質に由来
する。 
3FTx スーパーファミリーに含まれるタンパク質は 60 ～ 74 アミノ酸残基で構成さ
れ、共通して５つの βストランドと３つのループが球状コア構造を形成し、４ ～ ５
つのジスルフィド結合がその構造を強固にしている（Rees et al., 1987; Dufton and Hider, 




















































理活性は非常に多様化しており、標的分子も様々である（Ohno et al., 1998; Ricciardi et 
al., 2000）。現在では、3FTx スーパーファミリー遺伝子には、機能不明のものを含め
て 20 の独立したクレードが同定され、著しく多様化したタンパク質群をコードする
遺伝子ファミリーであることが知られている（Fry et al. 2003）。哺乳類の
Ly-6/urokinase-plasminogen activator receptor（Gumley et al., 1995; Ploug and Ellis, 1994）
や、補体系調節因子の CD59（Fletcher et al., 1994）のように毒性を持たないタンパク
質も知られているが、3FTx は、コブラ科では遺伝子重複とそれに続く機能的な多様
化を繰り返し、神経毒性や細胞毒性をはじめとする多彩な機能を獲得しながら加速的

















図１． 3FTx スーパーファミリーの分子進化 
脊椎動物がもつ 3FTx スーパーファミリーを生物進化とともに示す。 
右下図の Protein、ならびに、Gene は、それぞれ Protein Data Bank と International Nucleotide 




表１． 3FTx スーパーファミリーの多彩な生理機能 
 
Name Toxicity & Physiology Target molecule 
 
Cytotoxin 溶血・細胞毒性 phospholipids 
Long neurotoxin 神経毒性 α7 nAChR 
α-neurotoxin 神経毒性 α7 nAChR 
short neurotoxin 神経毒性 α1 nAChR 
κ-bungarotoxin 神経毒性 α3 and α4 nAChR 
muscarinic toxin 神経毒性 mAChR 
Calciseptin/FS2 toxin 神経毒性 L-type Calcium channel 
mambin/dendroaspin 神経毒性 αIIb-β3 Integrin 
cardiotoxin A5 血小板凝集阻害 αVβ3 Integrin 
Fasciculin 神経毒性 Acetylcholine esterase 
Hemextin AB complex 抗凝固活性 Factor VIIa 
ASIC channel blockers 神経毒性 ASIC1a-ASIC2a in central neurons  







を標的とする神経毒（Rajagopalan et al., 2007; Endo and Tamiya, 1991；Karlsson et al., 
2000）では、Long neurotoxin/α-neurotoxin のように α7 nAChR に結合するもの（Tsetlin, 
1999）、α1 nAChR に結合する neurotoxin（Gong et al, 1999）、α3、および、α4 nAChR
に特異的に結合する κ-bungarotoxin などが知られている（Tsetlin, 1999）。このほかに
も、α1A や α2A アドレナリン受容体のアンタゴニスト（Quinton et al., 2010；Rouget et 
al., 2010）、β1 や β2 アドレナリン受容体を標的とする β-blockers β-cardiotoxin
（Rajagopalan et al., 2007）、αIIbβ3（glycoprotein IIb-IIIa）を標的とする dendroaspin
（McDowell et al., 1992）などがある。他の膜タンパク質に結合する 3FTx として、L
型カルシウムチャネルを標的とする calciseptins/FS2 toxins（De Weille et al., 1991；
Yasuda et al., 1994）や αvβ3 integrins を標的とする cardiotoxin A5（Wu et al., 2006）も報
告されている。これらに加え、CTX は様々な細胞に対して細胞膜と相互作用すること
で、細胞死や溶血を引き起こすとされている（Dufton and Hider, 1988）。アセチルコリ
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ンエステラーゼ（AChE）を阻害する Fasciculin（Eastman et al., 1995）や、Factor VIIa






が数種類の CTX をもつ事が報告されている（Joubert and Taljaard, 1978）。 
コブラ CTX は、リン脂質（Vincent et al., 1976）の他にも、ヘパリン硫酸（Patel et al., 
1997; Lee et al., 2005）、スルファチド（Wang et al., 2005; Tjong et al., 2007）や細胞膜タ
ンパク質のカリウムチャネルに相互作用するタンパク質（potassium channel interacting 
proteins, KChIPs）（Lin et al., 2004）などの細胞膜を構成する成分に結合することが知
られている。しかしながら、CTX がリン脂質のみから作られたリポソームの内容物漏
出やリポソーム同士の融合を導く（Chien et al., 1991; Huang et al., 2003; Chen et al., 
2007）ことから、様々な細胞に共通する膜成分であるリン脂質自体が CTX と相互作
用し、細胞毒性を引き起こすと考えられる。 
核磁気共鳴吸収（nuclear magnetic resonance, NMR）やシミュレーション研究により、
CTX がホスファチジルセリン（phosphatidylserine, PS）のような負に帯電したリン脂
質の極性頭部と静電的相互作用していることが示されている（Kini and Evans, 1989; 
Gatineau et al., 1990）。近年では、Naja oxiana CT I 、CT II と同様に、Naja kauthia CT 4
でも、少なくとも３つのリジン（Lys）残基が PS の結合に関与していると推定されて
いる（Konshina et al., 2010; Konshina et al., 2011）。Chien ら（1994）は、10 種 CTX の
アミノ酸配列と活性を比較し、CTX を loop II にセリン（Ser28）をもち細胞毒性の弱
い S 型と、loop II にプロリン（Pro30）をもち強い細胞毒性を示す P 型に分類した。
その後の NMR やシミュレーション研究で、P 型と S 型の CTX は、ともに、３つのル
ープが脂質膜と相互作用することにより、前者は後者より疎水性の loop II が深く浸入
することで溶血や細胞溶解を引き起こすと推測された（Dubovskii et al., 2003; 
Dubovskii et al., 2005）が直接的な証拠は得られていない。加えて、CTX には P 型や S






CTX と同様な立体構造をもつ NTX で示されているように、変異解析は、CTX にお
いても個々のアミノ酸残基の機能を明らかにするための効果的な方法である
（Antil-Delbeke et al., 2000）。しかしながら、CTX は宿主細胞に対しても毒として作用
するため、CTX 遺伝子を大量に発現させることは難しい。これを逆利用し、宿主細胞
の生存率により、発現させた遺伝子産物の毒性を推定するユニークなレポーターアッ
セイがキメラ変異体を使って開発されている（Ma et al., 2002）。一方で、天然に存在
する多くの CTX アイソフォームを用いて構造と機能を比較することで、CTX のそれ
ぞれのアミノ酸残基の機能が推定できる。 
CTX 遺伝子の一部は保存的に、一部は加速的に進化したと考えられるが、どちらも、























したもの、cDNA Library はインドコブラの毒腺から Lambda ZAP II Vector で作製した
ものを用いた。いずれもペラデニア大学 Seranath B.P. Athauda 氏から提供して頂いた。 
ホスファチジルコリン（PC）、ホスファチジルエタノールアミン（PE）、ホスファ
チジルセリン（PS）、スフィンゴミエリン（SM）はNOF CORPORATION（Tokyo, Japan）、
ホスファチジン酸（PA）、ホスファチジルグリセロール（PG）は Wako Pure Chemical 







凍結乾燥したインドコブラベノム（24 mg）を蒸留水で溶解し、20 mM 酢酸ナトリ
ウム緩衝液（pH 5.5）で平衡化した PA-SP（8 x 100 mm, Shimadzu, Kyoto, Japan）カラ
ムに吸着させた。同緩衝液で洗ったのち、０ – １ M NaCl の濃度勾配（流速： 1 
mL/min）により溶出した。溶出液は 1 mL ずつ回収した。次に、２画分ずつ一つにま
とめ、10% トリフルオロ酢酸（Trifluoroacetic Acid, TFA）を 1/10 量（v/v）加えて 0.1% 
TFA で平衡化した Develosil 300 C4-HG5（4.6 x 150 mm, Nomura Chem., Seto, Japan）カ
ラムに吸着させた。カラムを 0.1% TFA で洗い、0.1% TFA - 0.1% TFA / 60% acetonitrile
















ボキシル基側）を用いて、37℃で 18 時間消化した。断片化したペプチドは、10% TFA
（1/10 v/v）を加えて CAPCELL PAK C-18（4.6 x 250 mm, Shiseido, Tokyo, Japan）に吸
着させ、アセトニトリル（0 - 60%）の濃度勾配により 120 分間で溶出した。精製した
ペプチド断片は減圧遠心濃縮により有機溶媒を除去し、一部を 100% メタノールで処
理した ProBlott PVDF 膜（2 mm x mm）（Applied Biosystems, Foster City, CA, USA）に
吸着させ、乾燥後、エドマン分解法に基づく自動プロテインシーケンサー（Model 491 
cLC Protein Sequencer, Applied Biosystems）を用いてアミノ末端からの一次構造を分析




0.5 M リン酸ナトリウム緩衝液（pH 7.4） 80 μL とトロンビンの合成基質である５ 
µM の Boc-Asp-Pro-Arg-MCA 基質 20 μL に適当量の検体を加え、蒸留水で全量 400 
μL に調製した混合液を 37℃で 10 分間反応させた。反応液に、1.2 M モノクロロ酢酸
溶液を 2.5 mL 加えて反応を停止し、遊離した 7-アミノ-4-メチルクマリン
（7-amino-4-methyl coumarine, AMC）を、分光蛍光光度計 FP-770 型（JASCO Corporation, 
Tokyo, Japan）を用いて、380 nm の波長で励起し、生じた蛍光を 460 nm の波長で測








マウス胎仔由来線維芽細胞 NIH/3T3（ATCC CRL-1658）、ヒト扁平上皮癌細胞 
A-431（ATCC CRL-1555）、ヒト神経膠芽腫 A-172（ATCC CRL-1620）は、培地に 10% 
ウシ胎児血清を添加した Dulbecco’s modified Eagle’s medium（Wako）を用いて、マウ
スリンパ球形白血病細胞 L1210（ATCC CCL-219）には、培地として 10% ウシ胎児血
清を添加した RPMI-1640（Wako）を用い、それぞれ、37℃で５% CO2 条件下で培養
した。 
培養用フラスコ（75 cm2）で培養し、対数増殖期にある細胞を 0.5% トリプシン
（Gibco BRL, Grand Island, NY, USA）を加えたリン酸緩衝生理食塩水（Phosphate 
buffered saline, PBS(-)）で処理して回収した。800 rpmで5分間遠心し、上清を除去した
後培地を加えて細胞を緩やかにほぐした。96穴平底プレートの各ウエルに２ x 104 個
の細胞を播き、37℃、CO2 インキュベーターで12 ～ 24時間培養した。対数増殖期に
ある細胞を含む各ウエルから培地を除去し、Tyrode(-)で２回（150 μL、100 μL）洗浄、
様々な濃度に希釈したCTX 100 μL を各ウエルに添加し、37℃、CO2 インキュベータ
ーで５時間培養した。CTXの希釈系列は、CTX2が３ µM、CTX7 ～ CTX10が 1.5 µM 
の濃度から、２-1 ～ ２-10 倍になるようにTyrode(-)で希釈して調製した。CTX処理後
に残存している生細胞の量を、ミトコンドリアの呼吸活性を指標としたCell 













37℃, CO2 , 5 h
XTT 試薬
37℃, CO2 , 2 h
550 nm 測定
細胞数： 2 × 104  cells/100μL
96穴プレート






































血液に対して10 ～ 15倍量のPBS(-)を加えて3,000 x g、10分間の遠心分離により赤
血球を沈殿させた。これを数回繰り返すことで赤血球を洗い、沈殿した血球にその体
積の80倍量のTyrode(-)を加えて赤血球懸濁液とした。CTXは、CTX2が 30 µM、CTX7 
～ CTX10が 15 µMから２-1 ～ ２-10 倍になる希釈系列を調製した。それぞれのCTX
































血液に対して約３倍量の PBS(-)を加え、穏やかに攪拌後、3,000 x g、10 分間遠心す
る操作を数回繰り返して赤血球を洗浄した。氷上で、赤血球に 10 ～ 40 倍容の冷５ 












法（Itoh et al, 2001）を応用し、リン脂質に結合せず溶液中に残存する CTX の溶血活
性から推定した。リン脂質としては、細胞膜を構成する代表的な６種リン脂質（PC、
PE、PS、PA、PG、SM）を用いた。 
メタノール/クロロホルム（９:１ v/v）混合液で、それぞれのリン脂質を 40 μg/mL
になるように溶解した。ポリスチレン製の 96 穴マイクロタイタープレートにリン脂
質溶液を 100 µL ずつ加え、50℃で 20 分間インキュベートした後、減圧デシケーター
を用いて有機溶媒を完全に蒸発させることで固層化した。リン脂質を固層化したプレ
ートに、20 μg/mL に調製したアルブミン 250 µL を加えて 37℃で 40 分間ブロッキン
グし、PBS(-) 280 µL でウエルを 2 回洗った。各ウエルに Tyrode(-)で濃度調製した CTX2
（1.2 µM）、CTX7（0.3 µM）、CTX9（0.3 µM）をそれぞれ 50 µL 加え、37℃で１時間
14 
 
反応させた。その後、上清に残った CTX の溶血活性を測定した。なお、CTX の非特
異的結合がアルブミンによって抑制されなかったため、吸着量を CTX に対する結合
親和性が最も低い PC との比較で示した。 
 
 
８．CTX cDNA のクローニング 
CTX cDNA はインドコブラ毒腺から作製された cDNA ライブラリーを鋳型とし、
Chang らの方法（1997）を応用して TA クローニングした。 
Naja 属内で保存されているシグナルペプチドをコードする塩基配列と 3'末端の非
コード領域で設計されたプライマーを、CTX cDNA のクローニングプライマーとして
用いた。PCR には、Taq Gold DNA polymerase（PE-Applied Biosystems）を用い、94ºC
で 10 分間の熱変性後、94ºC 1 分、65ºC 1 分、72ºC 1 分を 30 サイクル、72ºC で５分間
の伸長反応を行った。得られたPCR産物は 1.5% アガロースゲル電気泳動で分離し、
QUIAEX II（Qiagen, Venlo, Netherlands）を用いて精製した。その後、pGEM-T Easy vector




製には QIAprep Spin Miniprep Kit（Qiagen）を使用した。CTX 遺伝子が導入されたプ
ラスミドは、ベクターのユニバーサルプライマー（T7 と SP6）をそれぞれ用いて、ダ
イターミネーター法で塩基配列の決定を行った。シーケンス反応には、BigDye 
terminator kit version 3.1（Applied Biosystems）を用い、キャピラリーシーケンサー 
ABI310 Genetic Analyzer（PE-Applied Biosystems）、及び、ABI 3500 Genetic Analyzer
（Applied Biosystems，株式会社日立ソリューションズ）により塩基配列を決定した。
一般的に、PCR 酵素である Taq Gold Polymerase のエラー率は１ × 10-4 ～ ２ × 10-5 
base/duplication として知られており、CTX cDNA のサイズは 180 bp と短いことから、
得られた cDNA 塩基配列はほぼ信頼できる塩基配列であるとした。また、得られたイ








ソフトウェア MEGA6（Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 6.0）を使用し
た（Tamura et al., 2013）。アミノ酸配列間の距離は p-distance 法で計算し（Nei and Kumar, 
2000）、近隣接合法（Neighbor-joining method, NJ 法）で無根系統樹を作成した（Saitou 
and Nei, 1987 ）。 ア ミ ノ 酸 配 列 の シ ー ケ ン ス ロ ゴ は 、 WebLog2
（http://weblogo.berkeley.edu/）を用いて作成した（Schneider and Stephens, 1990）。 
各アミノ酸配列に対する自然選択圧は、CTX cDNA の塩基配列を整列させ、進化的
距離を p-distance（proportion of different site）法で計算し、近隣接合法によって系統樹
を作成し、塩基配列のアライメントに基づくプログラムである ADAPTSITE（Suzuki 
and Gojobori, 1999）により求めた。計算に必要な Transition/Transversion 比（k）（Kimura, 
1980）は、Naja atra CTX DNA（AJ238733 - AJ238737、Y12493）と Naja suptatrix CTX 
DNA（AF064096）の塩基配列（1744 bp）のイントロン、または、トリプレットコド














質/ペプチドの多くは 0.7 M NaCl 以下で溶出され、逆相クロマトグラフィーにより分
離されたのが 23 ピークであった。各成分のアミノ末端からの部分一次構造を決定し
たところ、６ファミリーに属する 23 成分（Cytotoxin, CTX： 10 種、Phospholipase A2, 
PLA2： ７種、Cysteine-rich Secretory Protein, CRISP： ２種, Muscarinic Toxin-like Protein, 





23 成分のうち、10 ピーク（peak 10、peak 11、peak 16 ～ peak 23）のアミノ末端付
近のアミノ酸配列は既知のコブラ CTX と相同性が高かったため、溶出順に CTX1 ～ 
CTX10 と名付けた。部分一次構造では、CTX4 ～ CTX6 がアミノ酸配列の知られて
いる CTX-1（P01447）と、CTX9 がインドに生息するインドコブラの CTX-2（P01440）
と一致していた。他の６配列は Naja naja CTX としては新規配列であった。CTX1 と
CTX2 は、特にユニークな配列であり、Gln2、Ile9、Ser11、Pro16 の４残基が、他の
CTX（Lys2、Leu9、Tyr11、Ala16）と異なっていた。 
次いで、アイソフォームの種類が多かった毒素は PLA2 であり、７ピーク（peak 2、 



























図４. スリランカに棲息するインドコブラ（Naja naja）毒素タンパク質の精製 
コブラベノムを２次元クロマトグラフィー法で網羅的に精製した。左図は陽イオン交換クロマトグラ
フィーによる溶出パターンで、20 mM 酢酸ナトリウム緩衝液（pH 5.5）で平衡化した PA-SP 
column （8 x 100 mm）にベノムを吸着させ、0 - 1 M NaCl の濃度勾配（流速： １ mL/min）により
分離した。右図は逆相クロマトグラフィーによる溶出パターンで、陽イオン交換クロマトグラフィー
で得られた分画をそれぞれ 0.1% TFA で平衡化した Develosil 300 C4-HG5 column （4.6 x 
150 mm）に吸着させ、0.1% TFA/60% acetonitrile による濃度勾配（流速： 0.5 mL/min）で分離
した。なお、陽イオン交換クロマトグラフィーで得られた主要ピークを含む分画のみの溶出パター





































Peak No N-terminal amino acid sequence Proposed name 
 
Cytotoxin (CTX) 
Peak 10 LQCNKLVPIA SKTCPPGK CTX1* 
Peak 11 •••••••••• ••••••••NL CYKMFMVSD CTX2* 
Peak 16 •K••••I•L• Y••••A••NL CYKMYMVATP CTX3* 
Peak 17 •K••••I•L• Y••••A••NL C CTX4 
Peak 18 •K••••I•L• Y••••A• CTX5 
Peak 19 •K••••I•L• Y••••A• CTX6 
Peak 20 •K••••I•L• Y••••A••DL CYKMYMVSNK CTX7* 
Peak 21 •K••••I•L• Y••••A••DL CYKMYMVSDK CTX8 
Peak 22 •K••••••LF Y••••A••NL CYKMYMVATP CTX9* 
Peak 23 •K••••••LF Y••••A••DL CYKMYMVATP CTX10* 
 
Phospholipase A2 (PLA2) 
Peak 2 NLYQFKNMIQ CT PLA21* 
Peak 3 •••••••••K ••VPSRSWWD PLA22 
Peak 6 •••••••••• ••VPS PLA23* 
Peak 12 •••••••••• ••V PLA24* 
Peak 13 •••••••••K •• PLA25 
Peak 14 •••••••••K ••VPSRSWWD PLA26 
Peak 15 •••••••••• •• PLA27* 
 
Cysteine-rich Secretory Protein (CRISP/Natrin) 
Peak 7 NVDFNSESTR RKKKQKEIVD LHNSLRRRVS PTA CRISP1* 
Peak 8 •••••••••• •• CRISP2* 
 
Muscarinic Toxin-like Protein (MTLP) 
Peak 4 TICYNHLTIR MTLP1* 
Peak 9 •••••••••• SEVTEICIIC DDDYYF MTLP2* 
 
Nerve Growth Factor (NGF) 
Peak 5 EDHPVHNLGE HSVCDSVSAW VTKTTA NGF 
 
Thrombin-like Serine Protease (TLP) 
Peak 1 IGGFECNEHE HRSLVYLYNS AGFFCAGTLL NHEWVV TLP* 
 
 
* : タンパク質データベースに、Naja naja で登録のないアミノ酸配列 





たが、残りの４種 PLA2（PLA21、PLA23、PLA24、PLA27）は、Naja naja PLA2 として
は新規配列であった。他のコブラ科の PLA2 と同様に、Naja naja の PLA2は、全て、
Group II PLA2 の特徴である Cys11 を持っていた。 
peak 4 と peak 9 のアミノ末端付近のアミノ酸配列は一致しており、Naja kaouthia の
MTLP-3（P82464）と相同性が高かったので、MTLP（MTLP1、MTLP2）とした。MTLP
としては、Naja naja ではじめての報告である。既知の Naja atra や Naja kaouthia の
MTLP が Arg9 と Thr10 であるのに対し、Naja naja の 2 種 MTLP は、ともに、Ile9 と
Arg10 という構造的特徴を持っていた。 
Peak 7 と peak 8 は、Naja atra の Natrin-1（Q7T1K6）や Naja kaouthia の Kaouthin-1
（ACH73167）の配列と相同性が高かったため、CRISP ファミリーのタンパク質と同
定した。 
peak 1 の部分アミノ酸配列 36 残基は、Hardwicke's spine-bellied sea snake（Lapemis 




能性がある。そこで、peak 1 と peak 2 を含む PA-SP カラムから溶出された fraction 16
を用いてトロンビン様酵素活性を測定した。fraction 16 は、トロンビンの合成基質で
ある Boc-Asp(oBzl)-Pro-Arg-MCA に対して強い加水分解活性を示した。fraction 16 に
含まれる他の成分である peak 2 は PLA2 であり、プロテアーゼ活性を示さないので、
peak 1 はトロンビン様活性をもつセリンプロテアーゼであると推測した。 
peak 5 は Naja naja（P01140）、Naja atra（P61898）、Naja sputatrix（Q5YF89）、Naja 
kaouthia（A59218）の NGF のアミノ末端配列と 26 残基が完全に一致していた。 
なお、アミノ末端からの部分配列決定であるため、CTX1 と CTX2 は区別できなか
った。CTX3 と CTX4 も同様であった。CTX5 と CTX6 は、CTX3、CTX4、CTX7、CTX8
の部分配列と一致していた。また、PLA2 では、PLA23、PLA24、PLA27 が互いに区別








２．インドコブラ CTX の一次構造 
インドコブラのベノムから 10 種類の CTX を精製することができたため、含有量の
多かった５種 CTX（CTX2、CTX7 ～ CTX10）について、その全一次構造を決定した。
各 CTX のアミノ酸配列を図５に示したように、すべての CTX は 60 アミノ酸残基か
らなり、これら５つのサイトトキシンの間では 45 アミノ酸残基が共通していた。 
また、CTX2、CTX7、CTX8 が S 型、CTX9、CTX10 が P 型であった。Naja sputatrix
の Cytotoxin 2a（Q9PST4）と同一配列である CTX9 を除くと、他の４種 CTX は新規
配列であった。CTX7 と CTX8 は１アミノ酸残基の違いであり、29 番目のアミノ酸残






ジアコブラの持つ CTX は、最初に、S 型（Ser28）と P 型（Pro30）の２つの枝に分か








図５. Naja naja ベノムから精製した主要５種 CTX のアミノ酸配列 
グレー表示は、保存されたアミノ酸残基を示す。 
各 CTX のアミノ酸配列はエドマン分解法に基づくプロテインシーケンサーを用いて決定し、得られた配列






LKCNKLIPLA YKTCPAGKDL CYKMYMVSNK TVPVKRGCID VCPKNSLLVK YECCNTDRCN
LKCNKLIPLA YKTCPAGKDL CYKMYMVSDK TVPVKRGCID VCPKNSLLVK YECCNTDRCN
10 20 30 40 50 60
LKCNKLVPLF YKTCPAGKDL CYKMYMVATP KVPVKRGCID VCPKSSLLVK YVCCNTDRCN
LQCNKLVPIA SKTCPPGKNL CYKMFMVSDL TIPVKRGCID VCPKNSLLVK YECCNTDRCN












































































































図６. アジアコブラ CTX の分子多様性 
データベースに登録されている既存のアジアコブラ CTX のアミノ酸配列を基に、近隣接合法（NJ 法）




表３. スリランカ産インドコブラ（Naja naja）CTX の溶血活性及び細胞毒性 
a : 50% 影響濃度 (EC50: Effective concentration 50) 
( ) : 95% 信頼区間 
溶血活性は６時間、細胞毒性は５時間、各種濃度の CTX と反応させて毒性試験を行った。毒性評価
には、XLSTAT software を使用し、Probit analysis で、95%信頼区間を有する EC50 値を計算した。 
 
 
３．インドコブラ CTX の溶血活性と細胞毒性 
CTXの一次構造と毒性の関係を調べるため、一次構造を決定した５種CTX（CTX2、
CTX7 ～ CTX10）について、ヒト赤血球に対する溶血活性と、由来の異なる４種培
養細胞（NIH/3T3： マウス繊維芽細胞、A431： ヒト上皮癌細胞、L1210： マウスリ
ンパ球形白血病血球、A-172： ヒトグリア芽種）に対する細胞毒性を評価した（表３）。 
溶血活性での比較では、S 型の CTX8 が最も小さい EC50（強い毒性）であった。
この CTX8 の溶血活性を基準とすると、同じ S 型で１アミノ酸残基が異なるだけの
CTX7 の EC50 は 1.3 倍とわずかに弱いがほぼ同程度であり、P 型の CTX9 と CTX10
は、それぞれ 2.3 倍、2.2 倍とおよそ半分の毒性の強さであった。それに対し、CTX2
は S 型に属するにもかかわらず、CTX8 に比べて毒性が弱く、その EC50 値は、CTX8
の 13.8 倍であった。他の４種の培養細胞に対する毒性でも、この傾向は同じであった。
ただし、リンパ系白血病細胞（L1210）とグリア細胞（A-172）では、５種 CTX の EC50
値がそれぞれ最大で 4.3 倍と 5.9 倍であり、CTX 間の毒性の違いは、赤血球、繊維芽
細胞、上皮細胞に比べて小さかった。CTX に対する細胞の感受性は、程度の差はある
もののリンパ系白血病細胞である L1210 がもっとも高く、上皮細胞由来の A-431 が最
も低かった。CTX2 で比較すると約７倍、CTX8 でもおよそ３倍の違いが見られた。 
CTX Type EC50 (µM)a
 (S/P) Erythrocyte NIH/3T3 A-431 L1210 A-172 
 
CTX2 S 1.024 0.625 1.076 0.154 0.944 
    (0.829-1.341) (0.514-0.743) (0.530-1.849) (0.073-0.240) (0.800-1.100)
CTX7 S 0.096 0.081 0.198 0.046 0.159 
  (0.084-0.108) (0.066-0.096) (0.149-0.249) (0.031-0.060) (0.144-0.174)
CTX8 S 0.074 0.059 0.137 0.045 0.121 
  (0.066-0.082) (0.050-0.069) (0.106-0.169) (0.036-0.054) (0.109-0.134)
CTX9 P 0.171 0.107 0.268 0.063 0.161 
  (0.141-0.212) (0.095-0.120) (0.212-0.325) (0.055-0.069) (0.148-0.171)
CTX10 P 0.162 0.129 0.199 0.058 0.146 
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質と想定された。S 型の CTX7 と CTX8、および、P 型の CTX9 と CTX10 は、それぞ
れほぼ同程度の毒性を示したため、異なる３種 CTX（弱毒性 S 型： CTX2、強毒性 S
型： CTX7、強毒性 P 型： CTX9）に対する赤血球膜との結合能と標的分子と予想さ
れるリン脂質の種類について調べた。 
最初に、ホワイトゴースト膜（赤血球膜）を作製し、赤血球膜への結合能を測定し


















図７. 赤血球膜に対する CTX の吸着効果 
赤血球膜から作製したホワイトゴースト膜（リン含有量： 100 µg/mL）と CTX を 37℃で１時間インキ


































図８. 各種リン脂質に対する CTX の結合力 
６種類のリン脂質 （PS: phosphatidylserine, PA: phosphatidic acid, PG: phosphatidylglycerol, 
PE: phosphatidylethanolamine, PC: phosphatidylcholine, SM: sphingomyelin) をそれぞれ、96
穴マイクロタイタープレートに固相化し、Tyrode(-)で濃度調製した CTX2 （1.2 µM）、CTX7 （0.3 
µM）、CTX9 （0.3 µM）をそれぞれ 50 µL加え、37℃で１時間反応させた。その後、上清に残存する
CTXの溶血活性を測定した。有意水準５%でグラブス検定（Grubbs, 1969）し、外れ値がなかった。
CTX2 は N = ２ を２回、CTX7 と CTX9 は N = ２ を３回、それぞれ行った。 
















５．CTX cDNA のクローニングと分子進化 
CTX 遺伝子の分子多様性を調べるために、インドコブラ毒腺から作製した cDNA
ライブラリーを鋳型として、PCR により 3FTx cDNA を増幅した。その後、TA クロー
ニングで得られた 100 クローンについて遺伝子配列を調べた。このうち、CTX をコー
ドしていたのが 30 クローンであり、12 種類の遺伝子型が得られた（図９Ａ）。これら
の塩基配列から予測されるアミノ酸配列のうち１種がベノムから精製したCTX9と同
一の配列であったので、CTX9 と命名した。それ以外は新規配列であったため、CTX11 






がコードするアミノ酸配列と一致した。つまり、CTX11 cDNA は、CTX1 をコードし
ている cDNA の可能性がある。同様に、CTX13、CTX14、および、CTX17 の cDNA は、
CTX4 ～ CTX6 のどれかに対応する可能性がある。他の cDNA は、CTX1 ～ CTX10
で決定した 17 ～ 30 番目の部分アミノ酸配列で完全に一致するものはなかった。な
お、ベノムから精製した 10種CTXと cDNAライブラリーからクローニングした cDNA 
CTX を対応させると、表４で示すように推測された。それぞれ由来となる個体が異な
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図９. クローニングした 12 種 CTX cDNA の配列比較 
CTX cDNA のコード領域における塩基配列（A）、対応するアミノ酸配列（B）を表す。 
Consensus Sequence と同一な塩基は点線にし、非同義置換はグレー表示（各塩基配列）と赤色
ボックス（Consensus Sequence）で示した。また、塩基配列は、INSD（International Nucleotide 









表４. CTX cDNA に対応するベノムから精製した 10 種 CTX 
 
 Type 特徴的な配列 サイトトキシン 
 (S/P)  cDNA Protein 
 S 2Q, 11S, 16P, 30L － CTX2 
   CTX11 (CTX1) 
  30K, 31T － CTX7 
   － CTX8 
   CTX12 － 
   CTX13 (CTX5) 
   CTX14 (CTX3) 
   CTX15 (CTX6) 
   CTX16 － 
   CTX17 (CTX4) 
 P 12F, 28A, 29T, 30P, 31K, 45S CTX9 CTX9 
   － CTX10 
 







12 種類の成熟タンパク質に対する CTX cDNA（シグナルシーケンスを除いた配列： 
180 bp）のうち、非同義置換は 23 塩基置換中に 18 箇所見つかり（図９Ａ）、それらは、
loop I や loop II 領域で高頻度に起こっていた。さらに、それぞれのコドンに対する非
同義置換と同義置換の頻度を、今回得られた配列とデータベースに登録のある既存の
39 配列と合わせて、合計 51 配列を使って ADAPTSITE（Suzuki and Gojobori, 1999）を
用いて計算した。非同義置換率（dN）と同義置換率（dS）の値を図 10 に示した。興
味深いことに、dN 値は、ループの先端に位置する７、30、47 番目のアミノ酸残基を
コードする箇所で高く、３つのループをコードするアミノ酸残基は、dN が dS より大
きい値であった。さらに、３つのループ領域をコードするコドンを一緒にして分析す




ノ酸残基には多様性のあることが示された（図 10 上段）。 
29 
 






































図 10. CTX 遺伝子のコード領域におけるアミノ酸残基の分子多様性と自然選択圧 
アジアコブラ CTX 遺伝子 51 配列を用いて、上段にはアミノ酸配列のシーケンスロゴ、及び、二次構
造（β ストランド、ループ）、下段には非同義置換率（dN）と同義置換率（dS）を示す。 
各サイトの dN と dS の値は、k （Transition/Transversion） = 2.9 を用いて計算された。また、CTX 
cDNA の塩基配列は、GenBank database から入手した。 
GenBank ID: AF031473, AF031474, AF276222, AF295119, AF295330, AJ007796, 
AJ007797, L04640, U42583, U42585, U42586, U58481 –  U58490, U77487, U86588, 








CTX は、loop II の立体構造に大きな影響を与える２つのアミノ酸残基により、S 型
と P 型に分類され、後者は強毒性であると報告されている（Chien et al., 1994）。Naja 
naja の主要な５種 CTX もまた２つの型に分けられ、S 型の CTX2 は弱い細胞毒性と
溶血活性であり、P 型の CTX9 や CTX10 は強い活性を示した。しかしながら、CTX7
と CTX8 は、興味深いことに S 型であるにも関わらず、P 型の CTX9 と CTX10 より
も強い細胞毒性と溶血活性を示した。このことは、Pro30 が必ずしも強い活性を発現
するために必須なアミノ酸残基ではないことを示している。 
CTX2 と CTX7 では９アミノ酸残基の違いがあるが、強い活性を持つためには、loop 
II にある Lys30 の正電荷が重要であると考えられる。この考えに基づくと、Lys30 を
もつ他の S 型 CTX の多様な細胞毒性を容易に説明できる。Lys30 をもつ Naja naja 
siamensis CTX CM-7、CTX CM-7A、ならびに、Naja naja naja CTX IIA、Naja kaouthia CT3
は、S 型 CTX であるがかなり強い細胞毒性を持つのに対し、Naja oxiana CT1、Naja naja 
atra CT-II、Naja naja siamensis CTX CM-6 のように S 型であっても、Leu30 をもつ CTX
の活性は弱い（Stevens-Truss and Hinman, 1997; Feofanov et al., 2004; Feofanov et al., 
2005）。Ser30 をもつ Naja haje CT1 もまた、毒性は弱い（Feofanov et al., 2004）。これ
らのデータは、S 型 CTX が Lys30 の存在の有無で２つのサブグループに分けることが
できることを強く示唆している。そこで、今回、Lys30 をもつ S 型 CTX を SK 型、Lys30
の代わりに通常 Leu30 を持つ S 型 CTX を SL 型と命名した。前者は、S 型 CTX では
あるが、P 型 CTX に匹敵する強い細胞毒性を持っている。 
Stevens-Truss ら（1997）は、７種類の CTX の比較から、強い細胞毒性には 11 番目
のアミノ酸残基が芳香族アミノ酸であることが重要であると報告している。しかしな
がら、Naja oxiana CT1 は Tyr11 をもつがその毒性は弱く、Ser11 をもつ Naja oxiana CT2
は強毒性である（Feofanov et al., 2004）。前者は Leu30 であり、後者は Lys30 である事










NMR やシミュレーション研究により、P 型と S 型の CTX 両方で、Lys5、Lys12、
Lys18、Tyr22、Lys35、Arg36、Cys38 と、Lys44、Lys50、Tyr51 が PS への結合に関与
すると示唆されている（Konshina et al., 2010; Konshina et al., 2011）。これらのアミノ酸
残基はインドコブラ CTX2 と CTX7 でも保存されており、この２種 CTX が固相化さ
れた PS に対して強く吸着されたことと一致している。 
強毒性の S 型 CTX7 と強毒性の P 型 CTX9 の比較もまた有用な情報を与える。上
述の PS との結合サイトは、P 型の CTX9 でもよく保存されていた。これらのアミノ
酸残基がリン脂質の極性頭部を認識していると考えれば、S 型や P 型に関わらず、CTX
が６種類のリン脂質に対してほぼ同程度の結合であったことが矛盾なく理解できる。
ただし、同程度の結合能をもっていたにも関わらず、CTX7 は CTX9 より約２倍の毒
性を示した。CTX の細胞傷害活性が、結合活性と膜障害活性の協調的な結果と考える
と、この毒性の違いは、膜障害活性の違いに起因することになる。２種 CTX の一次
構造上の違いである６アミノ酸残基のうち、４つが loop II に位置しているので、膜障
害活性の違いは loop II のアミノ酸残基の違いのためと考えられる。 
51 種のコブラ CTX のアミノ酸配列を比較すると、全アミノ酸配列（60 アミノ酸残
基）中、約 40 アミノ酸残基が保存的であり、少なくとも、12 アミノ酸残基は 3FTx
スーパーファミリーに共通して保存されていた。したがって、これらのアミノ酸残基
は、３つの機能的なループ構造を提供するために必要な５つの βストランドからなる
基本的なコア構造（Kini and Doley, 2010）の維持に重要であると考えられる。５つの
βストランドを架橋し、コア構造を安定化している４つのジスルフィド結合、そして、
βストランド間の結合を強め、安定化に寄与している Tyr22（β3）、Ile39（β4）、Val52




れている Asn60（Galat et al., 2008）はともによく保存されていた。また、それらのア
ミノ酸残基をコードするコドンの dN 値が全て低かった（図 10）ことも、これらのア
ミノ酸残基がコア構造の維持に重要であることを示している。Ohno ら（1998）は、
3FTx 遺伝子のエクソンにおいて dN 値が dS 値より大きいことから、3FTx 遺伝子は加
速的に進化したと推測している。本研究で同定した 12 種類の Naja naja CTX cDNA 間
に見いだされた 23 塩基置換の中に、同義置換がわずか５つであったことは、Naja naja
の CTX 遺伝子が加速進化していることを示唆する結果である。同時に、３つのルー
















ペプチドは６グループの 23 成分であったが、CTX は 10 種、PLA2は７種のアイソフ
ォームが見つかった。どちらのタンパク質をコードする遺伝子ファミリーも、遺伝子
重複の後に強い正の自然選択をうけ進化した（適応的な進化）と考えられている





















図 11． インドとスリランカの地理的関係とアジアコブラの分布 
アジアコブラの生息地域と、インドとスリランカの地理的関係（挿入図）を示す。挿入図 A の白色地
域は現在の陸地、明灰色はインドとスリランカが同じ大陸棚であること、挿入図 B は、インドとスリラ
ンカ間海域（ポーク海峡）の過去 50 万年の海面変動を表す。赤帯は、陸続きであった期間である。 
文献（Wüster and Thorpe, 1992; Bossuyt et al., 2004）をもとに一部改編した。 
 
 





インドとスリランカは一番近いところで約 70 km しか離れておらず、海面変動によ
り過去 50 万年の間で５回（Rohling et al., 1998）、近年では１万年前まで陸続きになっ
ていた（Vaz, 2000）（図 11）。そのため、両地域に棲む生物は遺伝的に非常に近いと考
えられていたが、近年、インド南部とスリランカに生息する水生動物については遺伝

































定することにより 23 成分を同定した。主要な５種 CTX（CTX2、CTX7 ～ CTX10）
について一次構造、細胞毒性、リン脂質との結合能の観点から特徴を明らかにした。




れた。Naja naja 毒腺の cDNA ライブラリーからクローニングした 12 種 CTX cDNA の
塩基配列比較から、18 箇所の非同義置換と５箇所の同義置換が生じていることが明ら
かになった。このことは、CTX 遺伝子が加速進化していることを示唆している。51
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をもつタンパク質の一群を Three-finger toxin （3FTx）スーパーファミリーと呼ぶ。




























































文献（Yanget al., 2001）をもとに一部改変した。 
CH2 ‐ O ‐ P ‐ O ‐ R3
R2 ‐ C ‐ O ‐ CH















６ファミリーに属する 23 成分（Cytotoxin： 10 種、Phospholipase A2： ７種、Cysteine-rich 
Secretory Protein： ２種、Muscarinic Toxin-like Protein： ２種、Nerve Growth Factor： １
種、Thrombin-like Serine Protease： １種）を同定した。次に、精製した CTX のうち、
含有量の多い５種 CTX（CTX2、CTX7 ～ CTX10）について全アミノ酸配列を決定し、
細胞毒性、溶血活性、リン脂質に対する親和性との相関について解析した。 
CTX9 以外の４種 CTX のアミノ酸配列は新規配列であった。CTX は一次構造と毒
性から２つの型（S 型: 28S 弱毒性、P 型: 31P 強毒性）に分けられるが、インドコブラ
CTX2 は弱毒性 S 型、CTX9 と CTX10 は強毒性 P 型であった。興味深いことに、CTX7
と CTX8 は S 型であるにも関わらず強毒性であった。また、CTX7 と CTX8 は 29 番
目のアミノ酸残基、CTX9 と CTX10 は 19 番目のアミノ酸残基が Asn と Asp の違いは
あるが、それぞれほぼ同様な性質を示したため、これらのアミノ酸残基の違いは活性




示した。リン脂質への結合能と特異性が似ているにも関わらず、CTX2 と CTX7 では
溶血活性が大きく異なることから、CTX の毒性発現は、膜への結合と膜障害を引き起
こす過程に分けられると推測された。PS の結合に関与するアミノ酸残基がこれらの
CTX でよく保存されていることは、この考えを支持している。S 型 CTX のアミノ酸
配列と細胞毒性の関係から、膜障害活性は loop II の塩基性アミノ酸（Lys）と強く相
関することが明らかになった。 
CTX アイソフォームのアミノ酸配列、CTX 遺伝子の塩基配列の比較からも CTX の
機能に関与するアミノ酸残基や領域を推定することができる。そこで、別個体の毒腺
から作製した cDNA ライブラリーから 12 種類の CTX cDNA をクローニングし、塩基






























































参考文献：小杉俊一，柳川弘志, 2010. タンパク質モチーフ活性の予測とシグナル伝達解析. 生化学 第


































































































































②非同義置換率（Nonsynonymous substitution rate, dN）： 
非同義置換とは、タンパク質のコード領域においてアミノ酸配列の変化を伴
う塩基置換のことである。非同義置換サイトでの塩基置換率を非同義置換率と
いう。一般的に、アミノ酸配列の変化を受ける塩基置換は有害と見なされ排除
されやすい。 
非同義置換は以下の自然選択を受けると考えられている。 
1) 生存に有利に働く変異→集団広がり急速に固定される。 
2) 中立な変異→同義置換と同様、偶然により固定される。 
3) 生存に不利に働く変異→速やかに集団から除去される。 
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